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Achtergrond en doel van het onderzoek
Sommige vormen van kanker worden veroorzaakt door een infectie met virussen, bacteriën 
of andere micro-organismen. Een goed voorbeeld hiervan is baarmoederhalskanker. 
Epidemiologische en experimentele studies hebben aangetoond dat een infectie met het 
humaan papillomavirus (HPV) kan leiden tot deze vorm van kanker.
In Nederland komt deze gynaecologische kanker niet veel voor onder andere 
dankzij het bevolkingsonderzoek baarmoederhalskanker. Hierdoor wordt in Nederland 
een groot deel van de vrouwen met een voorstadium van baarmoederhalskanker 
gediagnosticeerd en behandeld waarmee kanker kan worden voorkomen. Wereldwijd is 
baarmoederhalskanker de vierde meest voorkomende kanker bij vrouwen. 
Er zijn minimaal 13 hoog-risico HPVs die kunnen leiden tot kanker. Ongeveer 70% van 
de gevallen van baarmoederhalskanker worden veroorzaakt door twee van deze hoog 
risico typen, HPV 16 en HPV18. Er zijn effectieve profylactische HPV-vaccins beschikbaar 
die zijn opgenomen in het rijksvaccinatieprogramma. Deze vaccins zijn niet in staat het 
immuunsysteem aan te zetten om al aanwezige (voorstadia van) kanker op te ruimen. 
De standaardbehandeling voor baarmoederhalskanker bestaat uit chirurgie, 
en /of chemoradiotherapie. Om velerlei redenen is er behoefte aan een alternatieve 
benadering voor de behandeling van bestaande (voorstadia) van baarmoederhalskanker, 
immunotherapie zou daarin een belangrijke rol kunnen vervullen.
Immunotherapie helpt het immuunsysteem van de patiënt om kankercellen te 
vernietigen. Momenteel worden meerdere immunotherapieën onderzocht op hun 
toepasbaarheid bij baarmoederhalskanker. Een van de vormen van immuuntherapie is een 
therapeutisch vaccin. Deze therapeutische vaccins zijn over het algemeen gericht tegen 
de eiwitten E6 en E7 van de hoog-risico HPVs. Deze eiwitten zijn namelijk verantwoordelijk 
voor de transformatie van normale cellen in kwaadaardige cellen. 
Er zijn vaccins die werken op basis van peptiden, maar er zijn ook vaccins die werken 
op basis van recombinante eiwitten, DNA of RNA, autologe cellen (dendritische cellen, 
tumorcellen of T-cellen) en bacteriële- of virale vectoren. Wij ontwikkelden een vaccin op 
basis van een alfavirus, het zogenaamde Semliki Forest virus (SFV). 
In dit proefschrift beschrijven we de preklinische en klinische ontwikkeling van 
dit SFV-replicon vaccin en de ontwikkeling van een nieuw SFV-DNA-vaccin. Vervolgens 
introduceren we alternatieve strategieën voor immuuntherapie zoals combinaties van 
behandelingen en toediening van vaccins via de huid. Ten slotte bespreken we markers 
die immuunreacties op nieuwe behandelingen kunnen voorspellen en volgen.
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Ontwikkeling en klinische toepassing van therapeutische SFV-replicon vaccins
We hebben het SFV-virus zodanig aangepast dat het na infectie van een cel geen nieuw 
virus kan maken. Er is dus slecht één ronde van infectie na injectie. Ook zijn de structurele 
genen van SFV vervangen door genen die coderen voor de E6 en E7 eiwitten van HPV 
(SFVeE6,7). Na infectie van een cel met SFVeE6,7 replicon partikels produceert deze cel 
een grote hoeveelheid E6 en E7. Als gevolg van de infectie gaat de cel dood. De resten 
van de cel worden opgenomen door antigeen-presenterende cellen. Zij presenteren 
de antigenen van E6 en E7 aan het immuunsysteem. En vervolgens genereert het 
immuunsysteem cellen die, heel specifiek, kankercellen doden die zijn getransformeerd 
door HPV.  
De vaccins die wij in dit proefschrift beschrijven zijn gebaseerd op zowel virale 
vectorstrategieën als op DNA-vectorstrategieën. Beide vaccins coderen voor een fusie-
eiwit van E6 en E7 van HPV16. 
In eerdere studies hebben we aangetoond dat het SFVeE6,7 vaccin een zeer sterke en 
langdurige immuunrespons genereert. Het klinisch testen van dit vaccin was de volgende 
uitdaging.  In hoofdstuk 2 leest u welke stappen we ondernamen om het SFVeE6,7 vaccin 
zodanig te produceren dat het geschikt zou zijn voor toediening aan mensen. Cruciaal 
hierbij was het verhogen van de biosafety. Hiertoe hebben we de structurele genen van 
SFV coderend voor de spike- en capside-eiwitten gesplitst en deze gecloneerd in twee 
afzonderlijke RNA's, de zogenaamde helper-RNA's. Door de genen van beide structurele 
eiwitten te splitsen, maken we het als het ware onmogelijk dat er virussen gegenereerd 
worden die in staat zijn om zich voort te planten. Vervolgens is het productie- en 
zuiveringsprotocol verder aangepast en is het vaccin in de Biotech-unit van de apotheek 
van het UMCG geproduceerd. De vaccin batch, inmiddels VVax001 genoemd, is uitvoerig 
getest in toxicologie studies en daarnaast is ook onderzocht of het een even hoge 
antitumor activiteit had als het oorspronkelijke laboratoriumvaccin. Dit bleek het geval. 
Zoals we verwachten werden er ook geen bijwerkingen waargenomen. Maar wél zagen 
we een krachtige immuniteit tegen HPV in een baarmoederhalskanker-model bij muizen. 
De klinische fase I-studie is vorig jaar gestart met Vvax001. Resultaten van deze studie 
zullen in de loop van 2018 beschikbaar komen. 
Naast dit virale SFV-vaccin hebben we onderzocht of we een even effectief DNA-vaccin 
konden maken. Het voordeel van een DNA-vaccin is dat het eenvoudiger en goedkoper 
te produceren is dan een viraal vaccin en dat het vaccin niet bij -80 oC bewaard hoeft 
te worden. Echter een van onze eisen is dat het wel een vergelijkbare immuunrespons 
moet opwekken; in het algemeen zijn DNA-vaccins minder effectief.  Daarom hebben we 
een DNA-vaccin ontworpen op basis van het SFV-genoom. Dit DNA wordt na opname in 
een cel vertaald naar RNA en vervolgens zal in de cel dezelfde processing van het RNA 
plaatsvinden als na een virale infectie met het SFV-vaccin. Dit 2de generatie vaccin hebben 
we DREPeE6,7 genoemd. In hoofdstuk 3 leest u hoe we dit deden. 
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DREP is intradermaal toegediend gevolgd door een korte in vivo elektroporatie. 
Op deze manier toegediend kan het DNA cellen binnendringen. We laten zien dat DREP 
een veel betere immuunrespons opwekte in vergelijking met een conventioneel DNA-
vaccin dat niet op SFV is gebaseerd. De immuunresponsen waren krachtig genoeg om 
tumorgroei te verminderen; 70% van de muizen was tumorvrij met een dosis zo laag als 50 
nanogram. Vergelijkbaar met conventionele DNA-vaccins een heel lage dosis en een hoge 
effectiviteit. Echter, de antitumor activiteit opgewekt in muizen met het virale SFV-vaccin 
is nog hoger. Om te onderzoeken of de immunogeniciteit van DREP verder verhoogd kan 
worden, introduceerden we daarom een reeks helper-T-cel epitopen in het vaccin, helaas 
leidde dit niet tot een verdere verhoging van de antitumor respons. 
Samenvattend. Hoofdstuk 2 en hoofdstuk 3 laten zien dat onze SFV-vaccins zeer 
beslist potentiële kandidaten zijn voor klinische onderzoeken.
Kan de effectiviteit van SFV-replicon vaccins nog verder verhoogd worden?
Om immuuntherapieën te versterken kan hulp nodig zijn in de vorm van 
immunomodulatoren. Hoofdstuk 4 geeft een samenvatting van de recente literatuur met 
betrekking tot verschillende immunomodulatoren die de HPV-specifieke immuniteit van 
immunotherapeutische strategieën kan versterken. 
Tumoren ontwikkelen in de loop van de tijd verschillende mechanismen om 
afweer door het immuunsysteem te onderdrukken, zogenaamde immuunsuppressie. 
Tumoren bevatten vaak immunosuppressieve cellen zoals regulerende T-cellen (Treg) 
en myeloïde suppressorcellen (MDSC). Daarnaast brengen tumorcellen bepaalde 
receptoren tot expressie die de afweer kunnen onderdrukken. Voorbeelden hiervan zijn 
geprogrammeerde celdood-receptor 1 (PD-1) en cytotoxisch T-lymfocyt-geassocieerd 
antigeen 4 (CTLA-4).
In hoofdstuk 5 beschrijven we onderzoek naar combinaties van het SFV-eE6,7 
vaccin met een antilichaam gericht tegen PD-1. De combinatie lijkt niet te leiden tot een 
verhoging van het antitumor effect maar vervolgonderzoek is nodig naar het effect van 
de volgorde en duur van toediening. 
Immuunresponsen kunnen ook beïnvloed worden door de toedieningsroute. 
In ons onderzoek hebben we SFV-vaccins niet alleen in de spier toegediend maar óók 
in de huid. De huid is namelijk een aantrekkelijke plaats vanwege de vele antigeen-
presenterende cellen. In hoofdstuk 3 las u hoe we DREP in de huid toedienden, gevolgd 
door elektroporatie. Er zijn ook andere methodes om medicijnen toe te dienen in de huid. 
Voorbeelden zijn ‘gene-gun’, micronaaldjes en tattoo-naalden. Anderen toonden eerder 
aan dat deze wijze van toediening de immuunresponsen van DNA-vaccins verhogen. We 
hebben daarom onderzocht of ons SFV-vaccin, wat we standaard in de spier inspuiten, ook 
met tattoo-injectie in de huid toegediend kan worden. De toedieningmethode bleek niet 
erg efficiënt, een 10-voudig lagere antigeenexpressie in vergelijking met intramusculaire 
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injectie. Ondanks dit verschil wekte beide toedieningsroutes vergelijkbare HPV-
specifieke immuunresponsen op. Intradermale injectie via tatoeëring lijkt dus te leiden 
tot een intrinsiek hogere immuun activatie maar de toediening is minder efficiënt dan 
intramusculaire injectie waardoor het netto-effect vergelijkbaar is. 
Karakterisatie tumor infiltrerende immuuncellen
Naast de studies aan kanker vaccinatie hebben we ook onderzocht of er in 
baarmoederhalskankers specifieke tumor infiltrerende T cellen (TILs) zitten die correleren 
met een betere prognose. Dit zou betekenen dat als we deze cellen specifiek kunnen 
bereiken we wellicht de immuuntherapie nog verder kunnen versterken. 
In eerdere studies, door ons en anderen, is aangetoond dat een hoge infiltratie van 
CD8 + TILs geassocieerd is met ziekte-specifieke overleving. In hoofdstuk 7 en 8 laten 
we zien dat ook de aanwezigheid van CD27+ en CD103+ TILs in de tumor correleren 
zijn met een betere overleving van patiënten met baarmoederhalskanker. In “vroeg-
stadium-patiënten” die primair werden behandeld met bestraling, was de subset CD27+ 
TILs geassocieerd met een prognostisch voordeel. Deze subset blijkt ook voorspellend 
voor respons op (chemo)  radiotherapie en is een betere voorspeller dan andere TIL-
subsets (CD8 + of FoxP3 +) voor ziektespecifieke overleving. CD103 + TIL bleek ook een 
onafhankelijke prognostische marker voor ziekte-specifieke overleving. Deze resultaten 
geven aan dat we tumor-reactieve TIL subsets kunnen gebruiken voor de stratificatie van 
patiënten voor specifieke behandelingsregimes, of het nu gaat om standaardtherapie, 
immunotherapie of een combinatie. Het kan ook van belang zijn om het effect van de 
behandeling op TIL-infiltratie vóór en na de behandeling te evalueren.
Natuurlijk willen we graag vaststellen in hoeverre immuuntherapie veranderingen 
in het kankerweefsel veroorzaakt. Je wilt dat bij voorkeur niet invasief doen. Daarom zijn 
nieuwe hulpmiddelen ontwikkeld. In hoofdstuk 9 beschrijven we hoe we de infiltratie 
en activering van T-cellen in organen volgden met behulp van een recent ontwikkelde 
positron emissie tomografie (PET) tracer. Deze tracer bindt specifiek aan geactiveerde 
T-cellen via de interleukine-2 (IL-2)-receptor. Tumoren, milt en drainerende lymfeknopen 
van muizen geïmmuniseerd met het SFV-vaccin en lokale tumorbestraling hadden de 
hoogste traceropname vergeleken met groepen met alleen immunisatie of bestraling. 
Verder bleek dat de infiltratie van IL2 + TIL afhankelijk is van chemokine receptor type 4 
(CXCR4) omdat verminderde traceropname werd waargenomen na toediening van een 
CXCR4-antagonist AMD3100. Deze studie suggereert dat [18F] -FB-IL2 PET een effectieve 
biomarker kan zijn die we kunnen gebruiken voor niet-invasieve monitoring van de 




Dit proefschrift beschrijft de voorbereidingen voor een klinische studie met een 
therapeutisch vaccin gericht tegen baarmoederhalskanker. Daarnaast worden er studies 
beschreven naar de ontwikkeling van een nieuw vaccin en het effect van alternatieve 
toedieningsroutes van beide vaccins. Beide benaderingen leveren interessante resultaten 
op die opvolging van het onderzoek rechtvaardigen. 
Naast deze studies aan kanker vaccins is de invloed van de aanwezigheid van specifieke 
immuuncellen in de tumor op de prognose onderzocht. Vervolgonderzoek zal uitwijzen 
of de markers die we identificeerden ook als biomarkers gebruikt kunnen worden voor 
de selectie van patiënten voor bepaalde immuuntherapieën van baarmoederhalskanker. 
En tot slot beschrijven we een onderzoek naar een methode om de infiltratie van 
geactiveerde immuuncellen zichtbaar te maken met behulp van PET. Deze methode maakt 
het mogelijk om op een niet-invasieve manier te onderzoeken of immuuntherapie of een 
kankervaccin immuuncellen activeert en deze geactiveerde immuuncellen daadwerkelijk 
naar de tumor migreren. Op geleide van de gegevens die verkregen worden met een 
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